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{§) Es wt'rd ein Verfahren zur Reinigung unci gegebenen- 
faiis Analyse von Nukieinsauren aus bioiogischen Proben 
beschrieben, wobei das Verfahren den Schritt umfa&t, 
daB die Nukleinsaure-haitige Probe zur Ahtrennung von 
tohibitoren fur die gegebenenfaiis anschite&ende Nukle-- 
insaure-Analysereaktton mit einem mix quariaren Ammo- 
niums ruppen modifizierten. Copolymeren aus Vinyl- und 
D i vt ny i - Mon o me re n u mg'eseizf w t rd . 
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Beseh re ib u ng 

Die vorhegende Brhndung heuitft.ein Verj'ahren mx. Rei-- 
nig up, g and gage bene ntalls Analyse von Nuklemsauren 
(DNA, RNA) aus bioiogischen Probe n, wobei zur Reini-- 5 
gung der Nuklei nsaure Inhib'horen fur die gegebenenfalls 
ansc.blieB.en.de Nukiemsaure-, insbesondere DNA-Nach- 
weisreakdon abgetrenrit. vverden. 

Die Reinigung von Nuklei nsauren spiel [ eine zentrale 
Rolle in der Molekularbiologie. Vor alien) die DNA diem aks 10 
Ausgaagsmaierial fur genetisebe Analysen in der labordia- 
gnostisehen Forsehung und xinroutinemaBigen Bmsatz. 

Die Isoirerung von Nnkteinsauren. wie DMA und RNA 
a us bioiogischen Proben, insbesondere aus Pro ben des 
menschhchen Korpers, wie zuni Bei'spiej Bltn, Korpersekre- is 
ten, Gewebeproben, Urin, St.uiil u. dergk, zurn nachfoigen-- 
den Einsatz in genetisebe Analysen. icormnt eine besondere 
Bedeutung zu, insbesondere ini Hi nb lick auf ein Screening 
in der Tnmordiagnostik so wie zur Diagnose infektioscir 
Agentien wie Viren oder Bakterien. 20" 

So i-st mm Beispiei die Analyse der DMA, die aus ahge- 
schilterter Damiepithekellen von Stuhiproben stanunt, von 
hesonderem Imeresse zur Diagriostik koiorektaier Tumoren, 
Von groBem Interesse 1st auch eine Isalierung to Nukiein- 
saure aus dexn Vb.Uhlut, um die isolie.rte Nukleinsaare einer 25 
genehschen Analyse zuganghch zu rhachen. 

Insbesondere soil die dabei anfailende DNA in hober 
Rei.nheit voriiegen und direkt den erforderlichen Folgereak- 
tionen unterworien werden konnen. 

Fine Nu k I einsau re-Di ag nosh k unter Hi.nsatz von DNA- 30 
Airipliiikatiohsansatzen, insbesondere der Polynierase-Ket- 
tenreaktiori (Polymerase Cham Reaction, iai Foigenden 
PGR abgekurzt) "(s. Saiki, R„ Gclfand, D. H,, Stotfek S., 
Seharp S.I, Higuchi, R.. 'Horn, G.12 Muliis. KB., ErJich, 
H.A. (198B) ? Science 239: 487-491), erotfnei vielfaltige 35 
Ansatzezu einer spezifisehen und zugleich sen sin v en DNA- 
Diagriosiik, z. B. von Tu mores, im Fruhstadiura, die nicht 
belastend und fur ein Screening gut geeignei sind. Aufgrund 
der insgesaim geringen DNA-Menge, die aus einer definier- 
tcn SUihlinengc isolicr'i werden kann, schcinen DNA- Am- 40 
pli ukanonsansatze wie die .^CR-Teicbnik eine geeignete Me- 
thode zur Veryielfakigung der iriteressierenden DNA zu 
sem. 

Rauptschwicrigkchen stcllcn jedocb Inhibif.orcn dar, die 
bei der Anwendung. gangiger IixtraktionsraetJxxlen geniein- 45- 
sani tnit der DNA der biologisctien Probe isoliert werden, 
and die die in den DNA-Aiaplifikationsausaizen. ein.zuset- 
zenden Enzyme inhibieron. So. hat sich herausgesteili, daB 
die riir die PGR erforderliche D'NA-Poiynierase inbibiert 
wird, Insbesondere Stuhiproben und Vbllsemm sind krili- 50 
sche biologische Ausgangsproben, da sic mil reiadv groBen 
Mengen an Inhibitoren behaftet sind. Die duren die Rdni- 
gung and Isolierung anfaliende Nnkleinsaure (DNA, RNA) 
soil in hoher Reinbeit voriiegen und direkt den erforcierlP 
cb.en Folgereaktionen nnterworfen werden konnen. Die In- 55 
hibitoren niiissen daher eftizieni unci seleknv abgetrennt 
warden. 

Ublieherweise wird die DNA aus Ze.ii.en isoliert. Dabei 
werden Zelien bei spiels weise unter stark dertaiurierenden 
und gegebenenfalls reduzierenden Bedingnngen aufge- 6?) 
schlossen. We.il verbreitet is; der AnfscliiliB der Zelien mil 
denamrierenden Subs|:anze.n, z. B. Deterge nzi en, und die 
Verwendung' von best immi e n Enzyrnen zu.ui Abb an von 
Proteinen und Nnkleinsauren. So wird beispi els weise Natri- 
utndodecyisulfat (SDS) als denaturierendes A gens venven- 65 
det, Proteinase K zum Abbau von Proteinen .and RNase A: 
zur Degradation von Ribonukleinsauren (RNA). Zur voll- 
standigen Denaturierung von Proteinen wird die DNA-hal- 



t.ige Po^ung rail dem organischen LosnngsnuLteJ. 'Phenol e\- 
irahiert. Durch die anschbeBende Plt.hanolprazipitaiion er- 
toigi: die Konzen.t-aerung der DNA and gleichzettig die Bnt- 
iernung verbietbender Phenolre^te aus der deproteimerters, 
wafirigen L.osung, (Maniatis, T„ Frit:sch, E. F. and Sara- 
brook, S:. (' 19:82), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor University Press, Cohl Spring Harbor}. 

Die mil einera rsoiclien Verbmren gewonnene DNA, B. 
aus abgeschi Iferten Darniepithelzellen von Stuhiproben, 
eignet sich nur begrenzi fur den Einsatz in die sich anschlie- 
Benden Fol g ereakiionen , insbesondere: enzymahsche Am- 
pii ft kauon sreaktionen, wie die PGR. So belegen iu ngere Da- 
ten, daB sich nur in 103 Fallen von insgesainr 230 exfralner- 
ten Stuhiproben (Efhzienz von 44,7%). die DMA nnUels 
PGR anipiifizieren laBt (Villa. E,, Dugank A. s Rebecebi, 
A.M., Vigndli, A., Grottola, A., Butfafoco, R ? Losi L., Pe- 
rl ni, M.. Trande, R, Menghi, A..Eerose, R. and Manenti, R 
(1 996)., Gastroenterology: U0: 134-6- 1353). 

Demer et al. veroffentlichten 1995 eine Met bode zur Iso- 
herring von DNA aus Stuhiproben., die das beschriebene 
Verfahren zeitlich verkurzt und vereinfaeht (Denter, R,, 
Pietsch, R., Hortel, S. and Mailer (X (1995), Nuci. Acids 
Res., 23: 3800-3801). Die sich imStuhl behndhchen abge- 
schilferten Daniiepithelzellen werden lysiert und ndi einem 
Adsorbens (Karioffeiniehl ode r Kartoffelstarke oder Rinder- 
serurnalbunhn) enthaltenden Pufter exirahiert. Zum Abbau 
von Proteinen und nukleinsaurespallenden Enzyrnen wird 
die DNA-hahige Losung mil der Proteinase K inkiibiert. Die 
zeitliche Verkurzung dieses Vertahrens. beru.ht tlarauf, dab 
die Phenolextraknon und ansch'HeBende. EihanoifalJung. 
durch die Vemendnng von Zentrifiigationssaiilchen 
(QI A amp spin columns, Q1AGEN GmbH) ersetzt warden. 
Wahrend die DNA reversibel an eine Silikamembran in der 
Saule bindeu werden st<5rende Verbindtingen durch die 'Ver- 
wendung eines geeigneten Waschpn tiers infolge der Wir- 
kung von Zentrif u'galkraf t en durch die Metnbran gepreBi 
unci somit abgereinigt. Durch Zu-gabe eines geeigneten Put- 
ters wird die gereinigte DNA infolge eines Zentrif ugaiions- 
schrittes von der Saule eluiert. Da sich jedocb Hussigkeiten 
nicht vollstandig aus sole hen Menibrancn cntferncn la^sen, 
hat man immer rnit einem Verlusf der DNA-Ausbeure zu 
rechnen. Die nach diesem Verfahren gewonnene DNA liegi. 
nicht in ausreichend guter Qualitat (A26(/A.2s.o = IS) und 
Menge (2 ug DNA/200 nig Stuhl probe) vor. Folg ereakiio- 
nen, insbesondere die PCPP, erfordern eine hohe und repro- 
duzierbare Ausbeute der DNA-Rohpraparate unter gleieh- 
zeidger intensiver Abreinig aug storender ,In hibitoren. 

Die AmpliOkatioi] cities deiinierten Gens/Genabschnitfs 
der nach der von Denter et al. beschriebenen Metho.de pra- 
paiierten DNA mittels einer ein.taehen PGR zeigt eine EEF 
zienz von 16%. Auch durch erne nachA>jgende Pbeciolex- 
traktion di.ese.r DNA laBt sich die Amplifi kationseff izie n£ 
nur von 3.6 auf 40% erhoiiea. Leciiglich die Anwendung ei- 
ner verschachtelten (' , nest.e4 n ) PGR, die sich. durch eine er- 
hohte Eraptindiichke.it und Sensitivitai, bei gieichzei tiger 
Ausciunnung potentieilcr Inhibitoren, auszeichnet (Newton. 
G.R. and Graham, A. ( 1994), PGR, Spektrum Akademiseher 
Verlag Heidelberg, Bundesrepi.iblik Deutschland), erziek 
eine e rhohle . A .t tiptif ik at i ons ausbeute von 66%. 

Bs isi wunschenswert, die DNA in ausreichencier Menge 
und in reprodnzierbar guter Qualitat zu isolieren, so daB de- 
ft nierte Gcne/GenabschniiXe in einer einfachen, d. h. nicht 
verschachtelten, PGR vervieifaltigr werden konnen. Die 
Durchfuhrung einer verschachteken PGR zeigt sich fur be- 
stiuunte Anwendungen (z. B. roufineiaaBe Untersuchungen 
im diagnosrischen Labor) naehteitig, da bier die Rate dec 
falsch Positiven durch Produktkontauhnationen erhohi. isk 

Die der EcftndUng zugrundeliegende Aufgabe besteht so 
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iv.il in der Bereitsre Unrig eines verbessenen Verfahr ens- 'zur 
Isoiierung von Nuk'teinsatiren (DNA. aber audi RNA) aus 
ungereinigt.en b'iologiscben Pro ben wie Vbilbkn. oder :Stuhh 
proben; dabei soli die Nukleinsanre in aysreiehender Menge 
vorliegen unci nicht inh.Enhibiioren vcrun-reinigt sein, so daft 5 
ste d.irekt den erf order-lichen Fo Igere ak t lonen anierworten 
warden kann. 

Diese Aufgabe wird geiost dutch em Verfahren zurlsolte- 
rung un:d gegebenen falls Analyse von "Mukieinsauren aus 
hiologivScben Proben, wobei das Verfahren den Sehrin nm~ io 
faBt, daB die Nukleinsaure-haltige Probe zur Ablrennung 
von Inhibiiore-o fur die gegebenenfaHs anschliefiende Nu- 
kjeinsatir.e-Analyser.eaktion nut einem nut quartaren Am- 
nioniiungruppen modifizierien Copolynieren aus Vinyl - und 
Divinyl-dionomeren; uingesetzt wird, i:> 

Als Nukkansaurearten kbrsuncn sowohl DNA als audi 
RNA in. [''rage. Aufgruno der groBeren Bede-utung, vor atlem 
aber wei [ Nukleinsaufe-AmpU fikationsreakrionen in der Re- 
gel auf DNA- Proben aufgebaut sind(vgl. die PGR), wird die 
Brhndung iiii Foigenden slellverireiend zur Isoiierung von 20. 
DNA b esc hriebe t] . 

Weseulliches Merkmal der vorliegenden Hrfindung 1st so- 
mil. die Verwendung ernes mil quartaren Ammo.njumgrup- 
pen modifizierteu Copolymeren aus Vinyl- und Diyinyl-Mo- 
npmeren, das die selektive Abreinigung der Inhibitoren. er- 25 
mogHchl, zur Reinigung end isoiierung der DNA D:as spe- 
y.tc We Copolymer diem dabei als Anianenaustauschen-HaiZ, 
welches uberraschenderweise die stpfllicb bisher nicht eha- 
rakierisierten Inhibitoren stark bindet, wahrend die DNA 
wesentl'ich schwacher gebnnden wire und somit erne effi- 30 
ziente Trennung von Inhibitoren una DNA erzieit wird. Die 
das Co poly mere aufbauenden Vinyl- und Divinyl-Monome- 
rcn schlieBen auch. substitui.erte Vinyl- und Divdnyl -Mono- 
mere ein. Des weiteren konnen die aus dem Copolynieren 
ge'bi.ldet.eri Harze weitere Additive enth alien. 35- 

A is Copolymer isi ein Copolymer aus aromatischen Vi- 
nyl- und Divinyl-Monomere-m beispieisweise Vmylbeuzoi 
und Di vinylbenzok besonders gut geeignet, wobei das Co- 
polymer auf an sich bekanni.e Weise.durch quartare Ammo- 
niumgruppen modihziert ist. Zur Ladimgsabsauigung cut- 40 
halt das Copoly mere zudem geeign.ete Salzpartner, wie zum 
Bel spiel Chlorid. Ausgezeiehnei.e Resultate hat der Einsatz 
von Cclestyramin. geliefert. Colesiynrmin ist der imernatio- 
nalc Frcinainc fur das Piasii\a-Cbole SLcri n-spi egel scnfcen.de 
Copolymere von Styrol (Vinyl benzol) und etwa 2% Divi- 45 
n.ylbenzoi mil. in die Netzstruktur eing.efugten quartaren 
A i nmoai umg.ru [>pen . Das Coles i y ram in-Grari a lat. ist auch 
bekannt als ein stark hydrophiles, wasserlosliches, basiscbes 
Anionenaustauscherharz zur B.tndung von Gallensanren bei 
CjahensaurenverlusisyndroTnen und zur Behahdlnng von 50 
Hyperdioiesierinamie. Der Lipidsenker Coles tyran tin wird 
von der Vunna STADApharm venrieben. 

Es bar sich gezeigt, daB bereiis ein eininaliges Umseizen 
des erhndungsgemaB eingesetzten Anion en au s t auscher- 
Harzes eine ausreichende selektive Abreinigung -der Inhibi- 55. 
toren ermogiiehte. Die eingesetzte Menge des spez telle n 
Copolyinereri betragt vorzugsweise 10 Clew. -% und weni- 
ger, bezogen auf das Gesamtgewicht der behandelten Probe. 
Oberhalb dieser Menge bestebt die Tendeoz. dab nicht nur 
die inhibilorecu sondern auch die gev/iinschte DNA in zu- 60 
riehmendern MaBe an das Harz gebunden wird. 

Fin weiteres, uberraschendes Hrgebnis ergab sich aus ei- 
neni Vergleich zu anderen, basischen Arnoneuausl.au sober- 
Harzen, wae eiaem FPLC-MonoQ™-System, einetn Diet.hy- 
ia]Kirx)ethy]-Harz (DFAE-Sephaee}f fM ; DE--52) oder dem. 65 
Qiagen TM -SiHkaTiiernbranaustauseher; Obwohi es sich um 
das gleiche Prinzip eines Anionenaustausehes handeit , bin* 
del das ammoniumhaltige Copolymere aus Vinyl- und Divi- 
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nyj -Mohomeren die Inhibiioren aus dem bioiogischen Aus- 
ga.ngsmai.enai seiektiver Und effektiver, so daB die naciitoh 
genden Nu k I ei ns au re - A n al y se reakt i one n bereits bei An- 
WenduEig oner einfachen PGR sehr hohe Ar.iplihkatio.nsra- 
ten erbringen. Wesenilich bessere Res u Hate ergeben sich be- 
reiis beim Finsatz einer genngeren Menge an Anionenaus- 
tauscher-FIarz, und terner sind eine geringere Anzahl an Fx- 
irakt.ionssehrhi.e Ei er f order li.e.h; i n der Re gel reieht ein Inku- 
bationsschcitt aus. 

Die mil der Erhndung erzielbare, selektive An trennung 
der Inhibitoren ward auch bei angereinigten Ausgangspro- 
ben erreicht.. 

So hat sich das erhndungsgemaBe Verfahren als beson- 
ders wirks'am erwiesen bet bisher seiir probiematisehen 
Ausgangsproben, z. B. bei Vollblnt.. das mil Curat und 
KDTA oder der PC^R. irihibierenden Subslanz Heparin be- 
handeit. wurde, sowie bei Stuhlproben, die aus der Lyse von 
ira Stnhl abgesehilierten DarinepithelzeUea stammen und 
einen hohen Ameil an nicht bekannten Inhibitoren auiwei- 
sen. 

Bei biologischen Ausgangsproben, bei denen die zu iso- 
herende Nukleinsaure inirazeHular vortiegt, wie beispiets- 
weise abgeschiiferte Dannepj thelzellen em.halt.ende Sruhi- 
probcm sind die Zelleri zunachst zu tysieren, urn das intra- 
vital, are Material aufzuscblieBen. 

Die Fyse bzw. der.Auischl'uB der /eJlen kann doreh eine 
gleichzeitige physikalische und chernische Ei.nwi.rk.ung auf 
die korperzelienhaltige Probe erzieit werden. Das Proben- 
inaterial. kann vor der Lyse in tiefgefrorenejn Zustand 
(-B(? C C) vorliegen. Tm Fysepu fter ist. geeigneterweise ein 
den a tori eren des Agens, z. B. NaUiumdodeeyisulfat (SDS) 
oder andere Detergentien enthalten, welches den cheiiii- 
scben AufschiuB der Zellen bewirkf, w ah rend das Verruhren 
der Suspension, beispielsweise mit einetn aulomatisehen, 
ruechanisch'en Ruhrsystem, den mechanischen AufschiuB 
begiinstigt. Bei St uhlproben hat sich geze-igW daB bei sehr fe- 
sier Konsistenz ein kraihges Durehmischen der Probe mil 
einetn Reagenzglassc.hiit.tier die Folgean wendungen erteich- 
iert. Durch einen ZenmfugatioEisschritt konnen Zelltriiin- 
mer, unverdautc Nahrungsmitielreste oder axtd.ere Makrore- 
sre entfernt werden. 

AnschheBend an die Fyse erfolg'tdie Beh and lung des Nu- 
kieinsaure-haltigen Zeilysars mit dem ernndungsgeinaB ein- 
gesctztcm speziellen Amon£>naustaiischcr-ITarz-. Es emp- 
hehll. sich, das Harz in einem . geeigneten Puffer, beispiels- 
weise dem Lysepuffer, v-orzuquellen, uin Verluste des Volu- 
mens der waBrigen Nukleinsaure-Losung zu vermeiden. 

Es hat sich gezeigt, daB erne waBrige, bis 10 gewichts- 
%ige, insbesondere 5 bis 1 0 gewichis-%ige Harzsuspension 
des Copolymeren die Inhibitoren m ausreiehencler Menge 
bindel und gletchzeitig die Konzenlration der in. der waBri- 
gen k.osung vorliegenden DNA nicht oder nur nnwesenthch 
herabsetzu 

Geeigneterweise steh-t da bei die eingesetzten Menge an 
Copolymer-Iiarz zu der HaufigkeR der U:mset:zung in einem 
umgekehrten Verhaitnis. Daa'heiBt, bei einem re.lat.iv: hohen 
Gehalt, insbesondere bei 7,5 bis 1 0 Gew.-% Harzsuspension 
in wa'Brigem Medium, ist eine einmahge Umsetzung vorzu- 
Ziehen, wahrend im mittleren Gehaitsberelch, etwa von 2,5 
bis 7,5 Gew.-% und insbesondere um 5 Gew.-% (±1 Gew.- 
%). eine zwei- oder mehnnalige Uruseiznng bessere ResuF 
rate iiefert. Das vorzugsweise zu wain ende Verhaitnis von 
Harzgehalt zu Haufigkeit der Umsetzung hangt aber auch 
von dem jeweii s zu untersuchenden Probenmaterial ab. So 
isi: bei Sruhiproben ein einmaliges Umsetzen mit 1(3 Gew.-% 
oder ein zweimaLig.es Umset^en mit jeweiis 5 Gew Co- 
p.olyiner-Harz gut geeignet.. Bei Vbllblut. sind Gehaltsberei- 
che unter 5 Gew,-% vorzuzieheru wobei ein zweimaliges 
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Umse t/e-n mil jeweds 2,5 Gevv.-.% Copo] ymer- Harz beson- 
ders g Li.i geeignet ist... 

Beint Umsetzen wird am emfachsten die N'ukleinsaure- 
haUige (ggf. trie hi vorgereinigie.) Probe mil tier H a rz- Sus- 
pension verserzt, se.hr g.ui geniischi, und dann wieder vom 
Copolymeren-Harz abgetrennt. Lets: teres kann bequem 
durch em Abzcnirifugieren des Har>:. : granij}ats ertbigen. 

Es hat si eh herausgestelb, daJ3 ei'ne zu h'aufige Wiederho- 
lung der Extraktion, insbespn.de.re bei hohem Mengenein-- 
satz von Liber 10 Gew..-%,. zu einer nachteiligen Rediizie.ru ng 
der Nukleinsaure-Msnge. fuhrt. Die Ursac.be/ hie-rtur bleibt. 
ungeklart. Es wird vermutei, da 6 das spezielle Copolyniere 
zunaehst die Inhibitoren bindet unci dadurch abges ai.fi gt 
wird. Fehlen jedoch die Inhibitoren in der waBrigen Losimg, 
kann das spezielle Copolyniere aufgrund seiner Ladungsej- 
genschaften verstarkt die Nukleinsaure binden. 

Dureh das erftndungsgemaBe Verfahren wird eine ausrei- 
ehende Abreimgnng von Inhibitoren fur gegebenerifalks an- 
schlieBende: Ntikieinsaure-Naehweisreaktionen umer 
gleicbzeiiigem Erhalt einer geniigeod hohen Nukleinsaure 
(DN A ) - Ko nz.en t ra don sic hergeste i 1 1, 

A n sell lie Ber i d and ie In hibi to rab re i nign n g k an n die D NA 
waiter isofieirt werden. Vorteilhaft ist es, hierfurzunaehst un- 
spezinsch wirkende Protein asen wie die Proteinase X einzu- 
setzen, um Proteine und Nukleinsaure- spakende Enzyme 
abzubauen. Danach erhalt man erne viskose, gali.ert.art.ige 
FLUssigkeiti 'Daraus wird die DMA vorzugsv/eise miftels 
Phenoiextraktion und anscb lie-Bender Bmanoi prazipitation 
aus der waBrigen Phase isoiiert. .A Item a tiv laBt sich die 
DNA durch die Verwendung ein.es Deterge ns, bei spiel s- 
weise ernes chaotropem Guanidin- half i gen Detergens (wie 
DNAzol™ von Gibco B.RL), mit ansehlieBender Et.hano.Ual- 
lung aus der waBrigen Phase isolieren. Dazu wird die DNA- 
haltige, nit Proteinase K verdaute Losung mit dem Deter- 
gens und Eihanol versetzi. und sofort dureh einen Zentrifu- 
gationsschriu peiktiert. Da we-der organische L6sung.striid.ei 
(Phenol, Chloroform) eing.esetzt werden., noeh mehrereZen- 
trifugationsschriite zur Extrakb.cn notig sind, ist dieses Ver- 
fahren sehr anwe.nderfreu.ndUch und zeitersparend. Die Ver- 
wendung von organiseben Lcsungsmittein vvie Phenol oder 
ehaotropen Detergenuen zur Isolierung von DNA kann ah 
ternativ dureh den Gebraueh von ftir diesen Zweek bekann- 
ten Zentrifugatk>nssaulchen ersetzr werden, beispielsweise 
durch QlAanip-spin columns™ von Qiagcn™. Hierbci eig- 
ne! sich zur Zeilyse sowobl ein Proteinase K-Verdau, so wie 
die Verwendung von koinmemell erhalilichen Lysepufiern 
t.z. B. AV!.,-PunW des QlAatnp Viral RNA Kits™ von Qia- 
gen, Hepatitis C Virus-Pysereagenz des Amplicor HCV 
Kits™ der Hojft'mann-I,a Roche AG). Bei der Verwendung 
der kauihehen Lysepuffer erfolgt die Bob and lung der Pro- 
ben analog dem jewelligen Pfotokoll der Hersieiler. 

An die Reimgung bzw. Isolierung der DN.A bzw. PNA 
konnen sich dann - je naeh "VVunsch - Foigereaktionen an- 
sehiieBen, Die h'ierfiir erfo.rderliche Quaiitat der Nukiein- 
s.aureprobe wird dureh das erlindungsgemaBe Verfahren zur 
Verf ugung gesiellt. Die. erftndungsgeinaBe Verfahrensvveise 
gewahrleistet eine Praparat.io.n der Nukleinsaure mit holier 
Ausbeute (beispielsweise 10-15 ug DNA. pro 200 nig. St uhl- 
probe) und Reinheit CA?^ofcso ; - PJ) nnter Abreinignng von 
Inhibitoren enzymatischer Reaktionen und erlaubt es, eine 
qualitativ reproduzierbare Analydk dnrchzufiihren, insbe- 
sondere in Konibination mit enzymatischen Verfahren zur 
Amplihkaiion von DNA. 

Es hat sich herausgestellt, daB das e-rh ndu n gsgeniaBe Ver- 
fahren in besonders gunstiger Wei sea nil einer PCR-Ampli- 
fikaiioc k'onibiniert werden kann, wobei bereits eine einfa- 
che ICR .in 87% alter untersuchten Stuhlproben zum Priolg 
fuhrte. 
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Die geiua'S der'a erti ndungsgemaBen Reinigu rigs verfahren 
gerei'nigte bzw. i so lien e DNA ward vorzugsweise einer PCll 
unterworlen, die in Gegenwart eines 'Tragerproieins, wie 
Rinderserunia'bumin (BSA). ausgefiihrt wird. 'Die Trager- 
-> protein k.on z.e n i rai ion ward dabei hoch gewahlt, vorzugs- 
weise mehr als 50 ug/ml. Sehr gute Atnplifikaiions.rai.en Ira- 
ben sic[] bei Tragerprotein Sonzentrationen: ini Bereich von 
120-200 ug/ml ergeben. Weuerinn vvi.rken sich reiativ bohe 
Kouzentratjonen an fur die PGR erforderlichen Nukleotiden 
io (i;)esoxyribonLJkleosid-Triphc?sphal.e;), Primer und DNA-Po- 
[ymerasen wie der Tag -DNA -Poly me rase vorteilhaf* aus. 
Die Nukleoiidkonzentrationen liege n vorzugs weise im Be- 
reich von 150 225 pM, Gleiehzeitig liegt die Primerkonzen- 
tration im Bereich von 0,75 bis 1,25 pM. Der Gehalt an 
^ DNA- Poly. nierase liegt geeignetervveise im Bereich von 2,5 
bis 3 Units pro 50 uBAnsatz. 

Die Amplification erfolgt hinsxchtlich der beabsjchtigten 
roudnemaBigen Anwendung iin diagnos-tischen Labor vor- 
zugsweise durch eine ein fache PGR, in der 30-35 Tempera- 
20 turzyklen durchianfen werden. 

Die Hrfindung wird an hand der naehfoige-nden Beispicle- 
naher erlautert. 

Beispiel 1 

Isolierung von DNA aus einer Stuhlprobe 

200 mg Stuhltnateria] wird fur die Dauer von niindestens 
einer S.tunde bei -80°C tiefgefrOren, anschlie-Bend mit 
30 600 pi Pysepufier (500 niM Tns. 75 n#I HDTA,. 10 mM 
NaCL 1% SDS, pH 9,0) versetzi. und homogenisiert. Die ly- 
sierte l iobe -wird 10 nun. bei 4°C und 6000 x g in einer Ep- 
pendorf- iischzentrifuge zentrifiigiert, urn grobe Stuhlparfi- 
kei, Zeiitrummer, Bakterien und NahrungsmiUelreste abzu- 
35 rxennen. Der Uberstand wird ein zweites Ma] bei 4°C;, 
20 000 x g lO tmn. zentrifugierk Der DNA-baJtige Uber- 
stand wird mit dem gleichen Vbluruen einer Coles ty rami n- 
Lostmg (5% ( ■oiestyrainin in Lysepuffer) versetzi., gut 
durehniiseht, 2 mm. bei Raumtemperatur itiktibiert und wie 
40 chert beschricben bei 20 000 X g zentrifugicrt. Nach einer 
Wiederholung dieses Extraktionssehrittes ward der klare 
tJherstand mil der Proteinase K CEnd.konzen tration 
100 pg/ml) 2 Stunden bei 56°C irikubiert. Die verdaute 
Probe wird mit dem gleichen Vol umcu einer Phenoi-Chlorcv 
45 fom^IsoamylaikohobLosung (25 : 24 : 1) verse tzt, gut 
durehmischt und 5 min. bei Rautntemperatur unci 20 000 K g 
abzentrifugie.rt. Die waBrige, obere Phase wird ein weiteres 
Mai mit dem gleichen Vblumen einer C-hloroP^rm-Isoamyh 
alkohol-Losung (24 : 1) verse tzt und wie oben besclirieben 
50 zentrifugiert. Aus der waBrigen, oberen Phase kann die 
DNA dutch eine Ethanoiprazipiiabon, durch Zugabe von 
i/10-Volnmen 3 M Natriumacetai. pH 5,2 und 2,5-facftem 
Vblumen 100%igeiu Elhanol, pe.lletiert werden. Das in 
75%igem Ethanol gewaschene und bei Raumteniperatur ge- 
55 trocknete DNA-Pehet wird in 100 ui destiiliertem kisser 
gelds t. Die DNA- Ausbeute betragt 10 15 pg pro 200 mg 
•Siiihlprobe mit einem A26a/?so~^ r hahnis vot- 1,7. 5 pi die- 
ser ]">NA-L6sung werden zur Amplification dehnierter (je- 
ne/Genabschnin.e in einem 50 ubPCR-Ansatz eingesetzt. 
60 Das Ampliftkations^emisch setzt sich wie folgt zusammen: 
10 niM Tris-I-iGl pH 8,3 
.50 mM KC1 
2,0 xnMMgCP 
200 LiMje-des dNTp 
65 160 pg/ml Rinderserumammnm (BSA) 
1 pM jeder Primer 

2,5 11 Tag-DNA-Polymerase pro 50 pi-Ansatz 
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E>ei spiel 2 

IsoIj erung von DNA aus Voliblut. 

500 pi ("ilrai--. Heparin- oder EDTA-Blm oder tiefgefrore- 5 
nes und wi eder aufgetaufes B tut werden mk 500.pl Lvsepuf- 
ler (5a) mM Tils, 75 mM EDTA, 10 nuM NaCL 1% STJS, 
p.H 93) versetzi unci gui durchnuscht. Die 'DNA- halt i go Li> 
sung wird init dem gleichen Volumen einer Coles tyrannm- 
Ldsnng (23% CVtestyramin in Lysepuffer) ver$er.zt, gut \u 
durchnuscht, 2 niln. bei Rainnternperaairankubicri. and wic 
oben beschrieben bei 20 000 x g z.enirifugleri. Nach einer 
Wiederholung dieses Exirakiionsschntl.es wird der klare 
Ubersrtand mil der Proteinase K (EndkonzeFiiravion 
lOOug/ml) 2 Sruixien bei 56°C inkubiert. Die verdanie 15 
Probe wird inii dem gleichen Voluinen Phenol ver.sei.zt, gui 
durch mi sent und 5 nnn. bei Rsumternperalur und 20 000 xg 
ahzentrifugien. Die waBrigc, obere Phase wird ein weiteres 
Vial mil deni gleichen Volume n einer (.ThloToFonn-Tsoahiy'l- 
alkohoi- LosDng (24 ; 1) versetzt und wie oben beschrieben 20 
zenirifugiert. Naeh erriziemer Lyse a tier eukaryqntisehen 
und/oder prokaryonbschen ZeUen und/oder Vlren (glaich- 
zehige Jnakii vierung intekhoser Pathogene) und dutch De- 
naturierung unci enzymatischen Abbau von Proteinen 
(gjeichzeitige Enifernung der an die Nukleinsaure gebuude- 35 
nen Protein©) kann die DNA a us der waBrigen., oberen Phase 
durch eine Ethanolprazipitauon, ciurcb Zugabe von 1/10- Vb- 
iumen 3 M Natrhmiacetat, plj 5,2 und 2,5-fachcm Volumen 
l00%igeni Ethanoh peile.tiert werden* Das in 75%igem El- 
hanol gewaschene und bei Raiiniiernpe.rai.ur getrocknef.e 30 
DNA-Pedei wird in 30 pi desdlliertem Wasser geiasr Die 
DNA-Ausbeut.e be- tragi 5-10 pg pro 500 ui Vol lb) in mil ei- 
nem A ? 6(^23o-Vef:baknis von 1,7. 5 pi dieser DNA-Losung 
werden zur Amplihkation defmierter Gene/Genabschnif.te- in 
einem 50 pi-PCR-Ansatz. -eingeseizt. Das Ainplifikafionsge:- 35 
misch setzi sich wie folgt zusammen: 
10 mM Iris-HCL P H 8,3 
50 mM RC1 
2,0 tnM MgCb 

200uM.jedesd.NTP 40 
160 pg/nd Kinder serumalb-unii'n (BSA) 
.1 uM jeder Primer 

2,5 U Taq-DNA-Polymerase pro 50 pl-Ansaiz 

Pat ent an spriiche as 
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6. Verfahren naeh einem der vorangehendeu Artspru- 
cbe, dadurch gekennzerehnef., daB die Nukleinsaure 
nach der Ursisetzung mil: deni Cbpolynieren durch Phe- 
notexirakdon mil ausckLieBender Aikoholpt'azipi tat tori 
i so tier? wird. 

5. Verfahren naeh einem der vorang.ehe.nden Anspru- 
cheu dadurch gekennzeichneu daB die isolieite Nukle- 
insaure zur nacbrbigenden Analy se einer Polymerase - 
K etie n r e a k t i o n unt e rw or fen w 1 r d . 

6. Verfahren naeh Anspruch 5, dadurch gekerinzeich- 
net, daB die Polyirieras.e--Ke-itenreakrion in (lege n wan, 
von dragerprotem erfolgt, 

7. Verfahren nach Anspruch. 6, dadurch gekennzeich- 
nei, daB die TragerpK)i.ein-Kbnzent ration mehr als 
50 pg/mf be tragi, 

8. Verlaaren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn-- 
zeichneu daB in der Polymerase-Kettenreaktion tol- 
gcnde Konzentraiionen einge.sef.zi werden: 
Tragerproidnkon.zentraiion: 120-200 pg/mL 
Konzentralion jedes Desox yri bon □•kie-osid-Tri-phos- 
phats: 175-225 pM, und 

Konzenvraiiou jedes Primers: 0,75 -1 T 25 pM. 



} . Verfahren zur Reinigung, gegebenenfalls a'uch Ana- 
lyse, von Nukieinsauren airs biologischen Proben, da- 
durch gekennzeiclmet, daB das Veriahren den Sehrin 
lunfaBt, daB die Nukieinsaurehaltige Probe zur Abiren- 5i) 
nung von Inhibii oren f ur die gegeben en falls arischlie- 
Bende Nukleinsaure- Anaiysereaklion mil einem mil 
quart aren Auirnoruumgruppen rnodib.zieri.en Cbpoiy- 
meren aus Vinyl- und Divinyl-Mcmomeren umgesetzi 
wnd. s> 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nei.. dab bei der Umseizung der (Jebait ties Copoiyine- 
ren in einer C'opolyrner Suspension 10 Gew.-% rsichi 
ybersl.eigt. 

3. Verfahren nach Anspruch I oder 2, dadurch gekenn- <^0 
zeichnet, daB das Copolymer aus aroinatischen Vinyb 
und DiVinyL-Monomeren gebiklei.isL 

4. Verfahren nach Anspruch ?u dadurch gekennzeich- 
nei, daB die aroinatischen Vinyl- und Di vinyl -Mono- 
mere n Vinylbenzoi und Divinylbenzol siud. 65 

5. Verfahren nach einem der vora.ngehenden Ansnru- 
che, dadurch gekennzeichnet daB als Copolymer Cole- 
siyrarnin verwendet wird. 
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